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Cardiovascular diseases (CVDs) are the leading cause of morbidity and mortality 
worldwide. A large proportion of CVD-related deaths are attributable to atherosclerosis, 
a lipid-driven chronic inflammatory disease. Statins have been the cornerstone in the 
treatment of atherosclerosis, however, despite their effectiveness in lowering LDL-
cholesterol and preventing CVD events, there still remains a residual CVD risk that 
remains unresolved. Therefore, there is a need for new therapeutics that restore the 
lipid imbalance and/or resolve chronic inflammation in the atherosclerotic plaque. The 
inverse relationship between high-density lipoprotein (HDL) cholesterol and CVD risk, 
together with the role of HDL in the macrophage reverse cholesterol transport pathway 
as well as its immunomodulatory effects, has stimulated a great interest in therapeutically 
raising plasma HDL levels. In addition, post-translational proteolytic processing 
of transmembrane proteins, through ectodomain shedding by A Disintegrin And 
Metalloproteinases (ADAMs) or intramembrane proteolysis by signal peptide peptidase 
like 2 (SPPL2) proteases, has emerged as a novel level of control of many biological 
processes, including inflammation. Tight regulation of both processes is necessary to 
preserve homeostasis, however aberrant (de)activation may fuel pathological processes, 
including atherosclerosis development.
In this thesis, we explored the (immuno)modulatory capabilities of HDL and the 
membrane-associated proteases ADAMs and SPPL2 in macrophage-mediated immune 
responses and atherosclerosis development.
In chapter 2, we investigated the immunomodulatory effects of HDL in macrophages. 
Pre-incubation with HDL resulted in enhanced pro-inflammatory cytokine profile in 
murine and human primary macrophages in vitro, which were mediated by passive 
cholesterol depletion and lipid raft disruption. These effects were confirmed in peritoneal 
macrophages from apolipoprotein (apo)A-I transgenic mice, which have elevated levels 
of circulating HDL. Furthermore, macrophage dependent clearance of P. aeruginosa was 
compromised in apoA-I knockout mice, which have low levels of HDL, compared to 
wildtype and apoA-I transgenic mice. Genome-wide transcriptome profiling, together 
with a combinatorial pharmacological and genetic intervention approach, revealed that 
HDL enhances Toll-like receptor-induced signaling by activating a PKC-NF-κB/STAT1-
IRF1 axis. These findings indicate that HDL can support macrophage-mediated immune 
responses.
Given the inconsistent findings on HDL’s immunomodulatory effects in macrophages, 
in chapter 3, we discussed the differences in methodologies, that potentially underlie 
the discrepancies, including the use of different macrophage types, concentrations 
or preparations of HDL, or readout models. Moreover, we provide evidence that the 
paradoxical findings are most likely not due to disease- or storage-associated structural 
modifications of HDL.
Chapter 4 summarized the current knowledge on the roles of ADAMs in cell migration 
in inflammation, wound healing and cancer metastasis. ADAMs may interfere with 
different steps of cell migration, either by proteolytic cleavage or by non-enzymatic 
activities.
In chapter 5, the causal involvement of ADAM8 in atherosclerosis was investigated. 
ADAM8 is shown to be upregulated in human advanced unstable atherosclerotic lesions, 
especially in foam cell-rich areas. Furthermore, macrophages deficient in ADAM8 have 




well as hematopoietic ADAM8 deficiency did not affect advanced atherosclerotic lesion 
development. 
Chapter 6 describes a role for endothelial ADAM10 in atherosclerosis development. 
Endothelial ADAM10 deficiency exacerbated atherosclerosis development in mice. In 
addition, atherosclerotic plaques from these mice contain intraplaque microvessels and 
hemorrhage, suggestive of major plaque destabilization. These findings provide evidence 
that endothelial ADAM10 is an atheroprotective factor.
In chapter 7, we showed that the pro-atherogenic lectin-like oxidized low-density 
lipoprotein receptor 1 (LOX-1) is subject to multiple proteolytic post-translational 
modifications. Ectodomain shedding by ADAM10 and endo-lysosomal degradation 
results in the production of membrane-bound N-terminal fragments (NTFs). We found 
that LOX-1 NTFs are substrates of the intramembrane proteases SPPL2a and SPPL2b. 
Pharmacological inhibition and genetic ablation of SPPL2a/b led to an accumulation of 
LOX-1 NTFs in the cell, which in turn could amplify LOX-1 pro-atherogenic signaling. 
Deletion of SPPL2/b in the non-hematopoietic compartment resulted in larger and 
more advanced atherosclerotic lesions in mice. Collectively, these findings identify 
intramembrane proteolysis by SPPL2a/b as a novel anti-atherogenic mechanism to 
suppress LOX-1-dependent signaling.
Finally, the main findings of this thesis, their implications as well as future perspectives in 





Hart- en vaatziekten zijn wereldwijd de belangrijkste oorzaak van morbiditeit en sterfte. 
Een groot aandeel van de hart- en vaatziekten-gerelateerde sterftegevallen is te wijten 
aan slagaderverkalking, een chronische ontstekingsziekte die aangedreven wordt 
door lipiden. Het gebruik van statines is de belangrijkste pijler in de behandeling van 
slagaderverkalking. Echter, ondanks de effectiviteit van statines in het verlagen van 
LDL-cholesterol (bekend als het slechte cholesterol) en het voorkomen van hart- en 
vaatziekten-gerelateerde sterftegevallen, blijft er nog steeds een restrisico over dat nog 
niet is opgelost. Hierom is er een behoefte aan nieuwe therapieën die de balans in vetten 
in het bloed kunnen herstellen en/of de chronische ontsteking in atherosclerotische 
laesies kan opheffen. 
De inverse relatie tussen high-density lipoprotein (HDL) cholesterol (bekend als het 
goede cholesterol) en het risico op hart- en vaatziekten, alsmede de rol van HDL in de 
macrofaag reverse cholesterol transport as en zijn regulerende effecten op ontsteking, 
hebben een grote interesse opgewekt in het therapeutisch verhogen van plasma HDL 
concentraties. Bovendien is het afknippen van transmembraan eiwitten door middel van 
ectodomain shedding en intramembrane proteolysis, bewerkstelligd door A Disintegrin 
And Metalloproteinases (ADAMs) en signal peptide peptidase like 2 (SPPL2) proteasen, 
respectievelijk, naar voren gekomen als een nieuwe manier om biologische processen, 
waaronder ontsteking, te reguleren. Een strakke regulatie van beide processen is 
noodzakelijk om de homeostase te behouden. Echter kan abnormale (de)activatie van 
deze processen pathologische processen, zoals slagaderverkalking, stimuleren.
In dit proefschrift hebben we de regulerende effecten HDL en de membraan-geassocieerde 
proteasen ADAMs en SPPL2 in macrofaag-gemedieerde ontstekingsreacties en 
slagaderverkalking onderzocht.
In hoofdstuk 2 hebben we de modulaire effecten van HDL in macrofagen-gemedieerde 
ontstekingsreacties bestudeerd. Pre-incubatie van HDL resulteerde in een verhoogde 
uitscheiding van ontstekingsmediatoren in muizen en humane primaire macrofagen in 
vitro, welke gemedieerd waren door het passief onttrekken van cholesterol uit bepaalde 
locaties binnen het celmembraan, de zogenaamde veteilandjes/lipid rafts. Deze effecten 
zijn bevestigd in macrofagen uit het buikvlies van apolipoprotein (apo)A-I transgene 
muizen, welke verhoogde concentraties van HDL in hun bloedsomloop hebben. 
Verder was de opruiming van P. aeruginosa bacteriën, die afhankelijk is van een goed 
functionerend aangeboren immuunsysteem, verminderd in apoA-I deficiënte muizen, 
welke een lagere circulerende HDL concentratie hebben vergeleken met wildtype en 
apoA-I overproducerende muizen. Middels genetische profilering en een combinatie 
van farmacologische en genetische interventies, hebben we laten zien dat HDL Toll-
like receptor geïnduceerde signaaltransductie verhoogt door activatie van de PKC-NF-
κB/STAT1-IRF1 as. Deze bevindingen tonen aan dat HDL macrofaag-gemedieerde 
ontstekingsreacties kan ondersteunen.
Gezien verschillende studies tegenovergestelde effecten van HDL in macrofagen laten 
zien, wordt in hoofdstuk 3 de verschillen in methodiek, die deze discrepanties kunnen 
verklaren, bediscussieerd. Met name verschillen in het gebruik van verschillende 
macrofaag typen, in concentraties of bereidingswijze/samenstelling van het HDL en in 
uitleesmodellen, en niet zozeer ziekte- of opslag-geassocieerde structurele modificaties 
van HDL, liggen hieraan ten grondslag.
In hoofdstuk 4 wordt een samenvatting gegeven van de huidige kennis van de rol van 




blijken verschillende stappen van de cel migratie te beïnvloeden zowel door proteolytische 
klieving als door niet-enzymatische activiteiten.
In hoofdstuk 5 is de functionele betrokkenheid van ADAM8 in slagaderverkalking 
bestudeerd. We laten zien dat ADAM8 verhoogd tot expressie komt in humane 
geavanceerde instabiele atherosclerotische laesies, met name in schuimcel-rijke 
gebieden. Verder hebben ADAM8 deficiënte macrofagen een verlaagde uitscheiding van 
ontstekingsmediatoren. Echter, ondanks deze bevindingen, had ADAM8 deficiëntie in 
het gehele lichaam als in het witte bloedcel compartiment geen effect op de ontwikkeling 
van geavanceerde atherosclerotische laesies.
Hoofstuk 6 beschrijft een rol voor endotheel cel ADAM10 in de ontwikkeling 
van slagaderverkalking. Deficiëntie van ADAM10 in endotheel cellen verergert de 
ontwikkeling van slagaderverkalking in muizen. Daarnaast bevatten atherosclerotische 
laesies van deze muizen intraplaque bloedvaatjes en bloedingen, welke een ernstige 
plaque destabilisatie suggereert. Deze bevindingen bewijzen dat endotheel ADAM10 een 
beschermende factor is tegen slagaderverkalking.
In hoofdstuk 7 laten we zien dat de atherosclerose-bevorderende lectin-like oxidized 
low-density lipoprotein receptor 1 (LOX-1) onderworpen kan worden aan meerdere 
proteolytische klievingen. Afbraak door ADAM10 en andere enzymen resulteert in de 
productie van membraan-gebonden fragmenten. We hebben gevonden dat deze LOX-
1 fragmenten substraten zijn van de intramembraan enzymen SPPL2a en SPPL2b. 
Farmacologische en genetische remming van SPPL2a/b leidde tot een ophoping van 
LOX-1 fragmenten in de cel, die op hun beurt de pro-atherosclerotische functie van LOX-
1 konden versterken. Deletie van SPPL2a/b in vaatwand cellen resulteerde in grotere en 
meer geavanceerde atherosclerotische laesies in muizen. Tezamen identificeren deze 
bevindingen SPPL2a/b gemedieerde afbraak van LOX-1 aan het binnenmembraan van 
de cel als een nieuw LOX-1 activiteitsdempend en dus beschermend mechanisme in 
slagaderverkalking.
Ten slotte worden de belangrijkste bevindingen, hun implicaties en de 
toekomstperspectieven van het gebruik van HDL, ADAMs en SPPL2a/b als therapeutische 
targets bediscussieerd in hoofdstuk 8.

